Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. Vol. 37 (1), 62-68, 2008 www.farmacia.unal.edu.co

Articulo de investigacidn

Validacion de un nuevo método analitico
por CG con columna capilar

para la determinacion de alcoholes

de alto peso molecular

en policosanol ingrediente activo

David Marrero Delange’, Victor L. Gonzdlez Canavaciolo, Roxana Sierra Pérez y Caridad
Veldsquez G.

Centro de Productos Naturales, CNIC, Ave 25 y 158, # 15202, Cubanancdn, Playaq,
Ciudad de La Habana, Cuba. A. A. 6414. Fax: (537) 273 68 37 Teléfono: (537) 271
4225.

"' Correo electrénico: david.marrero@cnic.edu.cu - david_delange @yahoo.com

Recibido para evaluacion: septiembre 10 de 2007
Aceptado para publicacién: marzo 10 de 2008

Resumen

El policosanol es una mezcla de 8 alcoholes aliféticos primarios (C,,-C,,), aislada y
purificada a partir de la cera de la cafia de aztcar (Saccharum officinarum L.), cuya
eficacia como reductor del colesterol, tolerabilidad y seguridad han sido demostra-
das. Diversos métodos han sido previamente validados para determinar policosanol
mediante cromatografia gaseosa (CG) con columna empacada. Sin embargo, las
ventajas logradas con la CG capilar la hacen superior y mundialmente extendida en
la actualidad respecto a las empacadas. Se desarrollé y validé un nuevo método por
CG utilizando una columna capilar para determinar los alcoholes grasos que compo-
nen el policosanol ingrediente activo. Los alcoholes fueron analizados como deriva-
dos trimetilsil. Se comproboé que el método tuvo una buena linealidad (> = 0,9954,
CVepues=1,07%, CV,_ .. .=1,89% y el intervalo de confianza del intercepto incluyd
el cero, por lo que no hubo sesgos) y exactitud (recobrado promedio = 100,45%)
en todo el intervalo de concentracion estudiado de 80-120%. También se demostrd
su selectividad con muestras sometidas a condiciones de estrés. La repetibilidad y
precision intermedia a la concentracidn nominal cumplieron los criterios de acep-
tacion (< 29%). La robustez se evalud mediante un disefio experimental intralabo-
ratorio, en el cual se realizaron siete cambios operacionales, y no se encontraron
efectos significativos sobre los resultados observados. El método fue exitosamente
validado, y fue apropiado para el control de la calidad y para estudios de estabilidad
de este ingrediente activo.

Palabras clave: Alcoholes de alto peso molecular, cromatografia gaseosa, Polico-
sanol, validacion.
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SUMMARY

Validation of a new capillary column GC analytical method for
determining long chain fatty alcohols
in policosanol active ingredient

Policosanol is a mixture of 8 long chain primary aliphatic alcohols (C,,-C,,), isolated
and purified from sugar cane (Saccharum officinarum L.) wax, wich cholesterol-
lowering efficacy, safety and tolerability has been demonstrated. Several methods
for determing policosanol by packed GC column have been previously validated.
However, the advantages achieved with the capillary GC make it worldwide curren-
tly extended and overcome to the packed ones. A new gas chromatographic me-
thod using a capillary column was developed and validated for the determination
of the fatty alcohols that compose policosanol active ingredient. The alcohols were
analyzed as trimethylsilyl derivatives. Good linearity (> = 0,9954, CV =1,07%,

response

CV, =1,89% and the confidence interval included the zero, then there was no

slope

bias) and accuracy (mean recovery = 100,45%) of the method were proven over
a range of 80-120% of the nominal concentration. It was also proved its specificity
even when samples were subject to stress conditions. Repeatablility and interme-
diate precision at the nominal 100% value fulfilled the acceptance criteria (< 2%).
Ruggedness was evaluated through an intralaboratory experimental design, in which
seven operational changes were made, and there was not found any effect on the
observed results. The method was sussefully validated being suitable for the quality
control process and the stability studies of this active ingredient.

Key words: Gas chromatography, long chain fatty alcohols, Policosanol, validation.

INTRODUCCION

El Policosanol es una mezcla de alcoholes aliféticos primarios de elevado peso mo-
lecular (C,,-C,,), aislada y purificada a partir de la cera de la cafa de azlcar (Saccha-
rum officinarum, L.). Estos alcoholes se encuentran en una proporcién definida [C,,
(0,01-29%), C,., (3-10%), C,, (0,1- 3%), C,, (60-70%), C,, (0,1-2%), C,, (10-15%),
C,, (5-10%), y C,, (0,1-5%)] (1), la cual garantiza su utilizacion como ingrediente
activo en la industria farmacéutica y sustenta su eficacia, seguridad y tolerancia (2-3).
Diversas metodologfas analiticas por cromatografia gaseosa (CG) con columnas de
relleno han sido validadas para llevar a cabo la determinacion de estos alcoholes,
tanto en el material insaponificable de las ceras como en sus extractos purificados
(4-6). Sin embargo, a pesar de los buenos resultados logrados con estas columnas,
actualmente se ha impuesto el empleo de las columnas capilares, por su mayor reso-
lucién, sensibilidad, inercia, estabilidad quimica y térmica, entre otras ventajas (7-8).
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente trabajo fue
validar un método confiable para controlar la calidad y los estudios de estabilidad
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de alcoholes grasos en policosanol ingrediente activo, mediante la CG con columna
capilar “megabore”.

Los reactivos empleados fueron de pureza analitica: patrones de alcoholes > 99%
CG y MSTFA (Sigma, EE.UU.), cloroformo y acetona (Merck, Alemania). Se prepararon
las siguientes disoluciones: patron interno (DPI): C,; (0,4 mg/mL) en cloroformo.
Referencia de alcoholes (DRA): 1- tetracosanol (C,,) 0,12 mg/mL; 1-hexacosanol
(C,») 0,24 mg/mL; T-octacosanol (C,,) 2,23 mg/mL; y 1- triacontanol (C,)) 0,43
mg/mL en cloroformo. Matriz de referencia (DMR): a un vial de 2 mL, se afadieron
0,5 mL de la DRAy se llevé a sequedad mediante flujo de aire y calentamiento a 65
°C. Posteriormente se adicionaron 0,15 mL de DPI, 0,05 mL de MSTFAy se calenté a
65 °C durante 15 min. Patron de trabajo (DPT): lote 031041205 (91,7% de pureza,
CNIC, Cuba) a 2,4 mg/mL en cloroformo.

MEeToDOLOGIA

Preparacion de las muestras

Se pesaron, con exactitud de 0,1 mg, 20 mg policosanol ingrediente activo en un
tubo de ensayos de 12 mL y se adicionaron 3 mL de DPI. Se calent6 a 65°C, con
agitacion ocasional hasta disolucion. Se tomd una alicuota de 100 pL, que se trasva-
s6 a otro tubo de ensayo y se adicionaron 50 pL de MSTFA. Se calentd durante 15
minutos a 65°C para su andlisis por CC.

Los andlisis se realizaron en un cromatégrafo de gases (GC-14A) con detector de
ionizaciéon por llama (DILL), acoplado a computadora C-R4A (Shimadzu, Japén). Se
utilizé una columna capilar de silice fundida (25 m x 0,53 mm d.i.) con espesor de
pelicula de 1,5 um de fase inmobilizada ZB-5 (Phenomenex, EE.UU.). La columna se
acopld, por medio de un adaptador, al inyector de la columna de relleno, donde se
colocé un vaporizador de vidrio con una porcién de lana de vidrio, ambos silanizados.
La velocidad lineal del gas portador (hidrégeno) fue de 147,0 cm/s (19,4 mL/min)
y para la formacion de la llama se utilizaron flujos de 40 y 400 mL/min, para hidré-
geno y aire, respectivamente. El horno se programé de 230 a 330 °C a 8 °C/miny 6
minutos isotérmico a la temperatura final. El inyector se calent6 a 320 °C y el detector
a 330 °C. El volumen de inyeccién fue de 1 uL.

La identificacion de los alcoholes se realizd por comparacion de las retenciones relati-
vas con las de una muestra previamente analizada por CG-EM, seglin procedimiento
anteriormente descrito (5). La cuantificacion se llevo a cabo por el método del patrén
interno, tras realizar el célculo de los factores mésicos de respuestas, los que estuvie-
ron entre 0,98 y 1,08, hecho que demuestra una buena eficiencia en la ionizacién y
baja discriminacion. Estos resultados garantizan una adecuada cuantificacion, coinci-
diendo con lo descrito en otros trabajos (4-6).
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La aplicabilidad del sistema se midi6 por la resolucion (R) entre los alcoholes C.-C,, y
C,oC,, (n=3), y por la repetibilidad de la inyeccion (n = 6). Los resultados de estos en-
sayos (R>2,5 y CV=0,46%) garantizaron una buena separacién entre las sefales y una
buena precision del sistema cromatogréfico (9,10). Se comprobd que el método era se-
lectivo (Figura 1) al no encontrarse interferencia entre la sefial correspondiente al patron
interno (C,) y las obtenidas para el policosanol IA. Muestras sometidas a las condiciones
de estrés descritas en trabajos previos (4, 5) tampoco mostraron nuevas sefiales que
pudieran interferir con los analitos de interés ni con el patrén interno. En la Figura 1 se
presenta el cromatograma representativo obtenido por termdlisis. La pureza de las sefia-
les fue corroborada mediante CG-EM, como se describié en trabajos previos (4, 5).
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Figura 1. Superposicion de los cromatogramas representativos de policosanol (cromatograma superior),
policosanol sometido a termdlisis (cromatograma medio) y patrén interno (cromatograma inferior).

El estudio de linealidad se realizé con cinco puntos vy tres réplicas para cada uno (16,
18, 20, 22 y 24 mg), los cuales representan aproximadamente el 80, 90, 100, 110y
120% de la cantidad de policosanol que se analiza seglin la metodologia de prepa-
racién, que es pesando 20 mg del ingrediente activo, lo cual representa el 100%. La
ecuacion de regresion para el total de los alcoholes, calculada al graficar las relaciones
de dreas obtenidas (y = 4,/4_) en funcién de las relaciones de masas afiadidas (y =
m/m), fue: y = (0,818 + 0,034) x — (0,336 £ 0,560), con intervalos de confianza
calculados para un 95% de confiabilidad. El coeficiente de correlacion (r = 0,9974)
y determinacion (2= 0,9949) fueron mayores que el limite de aceptacion (0,99 y
0,98 respectivamente), el CV de los factores de respuesta (CV,= 1,07%) y el CV de
la pendiente (C¥, = 1,89%) fueron menores que los limites de aceptacion (5'y 2%,
respectivamente), y el intervalo de confianza del intercepto incluyo el cero, lo cual
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indica la ausencia de sesgo. Dichos pardmetros cumplieron con los criterios de acep-
tacion (9,10), por lo que se puede considerar que el método presenta linealidad.

Tras realizar el andlisis de los resultados, no se detectd diferencia significativa entre
el recobrado promedio (100,4%) y el 100%, ya que la t,, (0,779) fue inferior a la
t. (2,306, o= 0,05; GL = 8), lo que indica que el método fue exacto en todo el
intervalo de concentraciones estudiado, desde 80 hasta 120% de la masa nominal
de estos alcoholes.

La precision se evalud mediante ensayos de repetibilidad (un mismo analista realizé 10
replicas de andlisis de la misma muestra, en el mismo dia y en el mismo equipo) y de
precision intermedia (dos analistas analizaron tres muestras en tres dias diferentes, n =
18). Se obtuvo un CV de la repetibilidad y un CV promedio para la precisién intermedia
(0,79 y 0,94%, respectivamente), valores inferiores al limite establecido para los mé-
todos cromatogréficos (2%) (9,10), por lo que se puede considerar que el método es
preciso. También se comprobd, mediante la prueba de Anova, ausencia de diferencias
significativas entre analistas y entre dias en cuanto a la determinacién del contenido de
alcoholes totales (p = 0,2572), lo cual confirma la buena precisién del método.

También se determind la robustez del método mediante la variacion de los siguientes
parédmetros operacionales: temperatura del inyector, detector, inicial y final del horno
(todas -10 °C), flujo de gas portador (+ 2 mL/min), gradiente de temperatura (+ 2
°C/min) y volumen de inyeccién (+ 0,5 pL). El total de alcoholes determinados (mg),
la desviacion estdndar de esta determinacion, la resolucion entre los alcoholes C,, y
C,, Y la retencion relativa del alcohol C,, fueron los resultados que permitieron de-
terminar la influencia de cada parédmetro, en ocho experimentos independientes con
tres réplicas cada uno mediante un disefio experimental de Youden-Steiner (6, 10,
11). Los efectos sobre las medias mostraron (Tabla 1) que ninguno de los cambios
realizados sobre los siete pardmetros estudiados afecté los resultados (Tabla 2), al ser
éstos inferiores al limite de aceptacion exigido (v/2 x DE), por lo que se puede afirmar
que el método resulté robusto ante los cambios operacionales efectuados.

Tabla 1. Resultados promedio por experimento.

Resultado 5 3 E:r(perlmentSo 6 ; o
P(mg) 18,47 18,59 18,58 18,61 18,55 18,58 18,49 18,55
DE 0,17 0,21 0,10 0,13 0,21 014 0,15 0,15
Lm0 2,83 271 265 252 243 274 258 298
R 6,42 6,96 7,15 6,90 6,94 7,05 7,35 6,84

28,330

P (mg): Masa total de alcoholes, DE: Desviacion estandar,

teps,000: REtENCION relativa para el C28,y Ry, ., resolucién entre los alcoholes €28 y C30.
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Tabla 2. Efecto de los cambios operacionales sobre los resultados de las medias en el ensayo de ro-
bustez.

Retencion Resolucion Masa total de

Cambio operacional relativa (C,,C,) (C,-C) alcoholes (mg) DE*
Temperatura del inyector 0,01 0,19 0,02 0,01
Temperatura del detector 0,01 0,22 0,01 0,05

Flujo de gas portador 0,12 0,03 0,06 0,00
Gradiente de temperatura 0,19 0,12 0,05 0,02

Temperatura inicial del horno 0,24 017 0,01 0,03
Temperatura final del horno 0,02 0,35 0,01 0,01
Volumgh de inyeccion 0,02 0,04 0,03 0,02

x DE 0,25 38,00 0,07 0,06

*DE: Desviacion estandar.

CONCLUSIONES

El método analitico propuesto para la determinacién del contenido de los alcoholes
de alto peso molecular que determinan la identidad y pureza del policosanol ingre-
diente activo, cumplié con los requerimientos para considerarse validado, demostran-
do ser lineal, exacto, preciso, selectivo y robusto. De esta manera el método puede
ser utilizado en el proceso de control de calidad y estudios de estabilidad de este
ingrediente activo.
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